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RESUME - Cinq milieux de culture de composilion variée (avec ou sans phosphore et azo- 
te organique) ont cle éludiés; ils induisent des voies morphogénetiques différentes chez 
Aurcobasidium pullulans (CR 87.43) Les phenoménes énergétiques (mesures par les Le- 
neurs intracellulaires en ATP et polyphosphates), les valeurs du pH (corrélees a la consom- 
mation de l'azote organique ou inorganique} et la consommation du glucose sont des fac- 
leurs qui influencent la marphogenése vers l'état unicellulaire ou hyphal. Les formes de 
resistance (chlamydospores et cellules renflées), induites par une acidification rapide du mi- 
heu de culture et par une absorption plus lente du glucose extracellulaire, sont consom- 
matrices d'ATP et de polyphosphates pendant les premiers jours de la croissance et de la 
consommation de l'azote ammoniacal. Les formes hyphales, induites par une source d'azote 
organique el par une alcalinisation du milieu de culture, sont fortement consommatrices 
d'ATP et de polyphosphates pendant tes 24 premières heures de la croissance exponentielle, 
puis productrices d'ATP pendant les jours suivants. 


ABSTRACT - Five various composition culture media (with or without phosphorus and 
Organic nitrogen) are described inducing different morphogenetic development in 
Aureobasidium pullulans (L.C.P. 87.43). Energetic phenomenons (as measured by intracellu- 
lar ATP and polyphosphate contents), pH values correlated to organic or inorganic nitro- 
gen uptake, and glucose consumpuon are factors that influence either cellular or filamen- 
taus development. Resting cellular forms (chlamydospores and swollen cells), induced by a 
rapid acidification of the culture medium and by an extracellular glucose excess, are ATP 
and polyphosphate energy consumers for the first days culture during growth and ammoni- 
um nitrogen consumption. Hyphal forms, induced by organic nitrogen source and basidifi- 
cation of the culture medium, are high energy consumers for the 24h culture of the expo- 
nential growth but energy producers (ATP) the next days. 


MOTS CLES : Aureobasidium pullulans, polymorphisme, morphogenèse, cellules 
levuriformes, hyphes, cellules renflées, chlamydospores, métabolisme fongique, ATP, 
polyphosphates. 
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INTRODUCTION 


Dans les différents substrats végétaux (Taylor & Shanor, 1945; Kockova- 
Kralochvilova & Petrova, 1959; Jensen, 1960; Kendrick & Borges, 1962; Pugh & 
Buckley, 1971; Froidevaux, 1975; Jungova & Minarik, 1986) ou animaux 
(Winne & Gott, 1956; Hermanides-Nijhof, 1977; Salkin & al, 1986), superficiels 
ou profonds (Caretta, 196]; Luginbuehl & al., 1979; Luginbuchl & Muller, 1980; 
Verces & al., 1982), où a été isole le micromycète Aureobasidium pullulans (de 
Bary) Arnaud les formes de colonisation o ont pas Cle rigoureusement observées, 
bien qu'il soit connu que cet agent puisse développer, en rapport avec le milieu 
où il croil, divers types morphogénétiques (blastospores, cellules renflées, 
chlamydospores, mycélium vrai, pseudomycelium) (Luteraan, 1954a, b; 
Barinicki- Garcia, 1973; Kockova-Kratochvilova & al., 1980; Park, 1982}. Les 
recherches effectuées par divers chercheurs sur des milieux stériles, condibonnes, 
ont montré que les facteurs nutritionnels (sucres, azote organique ou mineral) de- 
vaient controler le développement de la morphogenése de ce microorganisme 
(Luteraan, 1954b; Gadd & Cooper, 1984: Cooper & Gadd, 1984; Cooper & al. 
1985). En 1977, Sevilla E al. ont mis en paralléle l'apparition de formes 
déterminées, en culture, et la nature de la source carbonée et aminée: ils ont 
suggéré, en parliculier, que la présence d'amidon comme seule source de carbo- 
ne, et de ta cysléine, methionine ou phenylalanine comme seule source d'azote 
sont concomilantes de la production d'un mycelium en culture liquide agitee. 
Park (1982) a oblenu la production rogultére de mycelium, mais en proportion 
différente, dans 16 milieux solides comporlant 16 amino-acides differents comme 
sources d'azote organique. Ces recherches reprises par Cooper & Gadd (1984) 
ont montré que la transition forme levurienne forme hyphale est globalement en 
rapport avec la nature organique de la source azotée consommée par le 
microorganisme. D'autres auteurs (Bermejo & al., 1981a) ont encore éludié fin- 
fluence de fa source azotée sur {a transition cellule levurienne chlamydospore, 
mais de nombreuses incertitudes demeurent concernant l'origine et l'evolubion 
des différentes formes en culture. Coexistent-elles lors de l'épuisement des 
différents facteurs nutritionnels du milieu? 


Notre étude élargil le domaine d'invesligations des auteurs precedents: elle 
prend en compte l'apparition, le devenir et les proporlions respeclives des 
différentes populations morphologiques d'une cullure, en fanclion du lemps, du 
pit et de la composilion du milieu. Cinq types de milieux ont été éludies differant 
respectivement par les quantités des sources phosphoree et azolée ou par la natu- 
re de la source azotee; parallèlement au suivi métabolique de ces cultures, nous 
avons procédé à leur elude énergétique: évolution des polyphosphates et de 
VATP intracellulaires. Ces recherches nous ont permis d'établir le bilan global du 
comportement de ce microorganisme. 


MATERIEL ET METHODES 


La morphogenése, la croissance et le développement de A. pullulans ont été 
suivis durant une douzaine de jours sur des cultures d'une souche (L.C.P. 87.43; 
ex Cypp,s) isolée dans le vignoble nantais (Poulard, 1979; Simon & Poulard, 
1979}; les cultures, antérieurement entretenues sur milieu solide de Sabouraud, 
ont été cflecluces, à 27°C, dans des fioles d'erlenmeyer de 500ml contenant 
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150ml du milieu nutritif autoclave, ajusté a pll 6,8, en aerobiose (agilation de 90 
va-et-vient par mn), elles ont toujours ete précédées d'une préculture de 8h en 
milieu liquide dépourvu de phosphates (milieu XV-OP) dont un aliquot etait 
prélevé de manière à obtenir une populalion sporale finale de S.10* cellules. ml: 
dans les cultures definilives; ces caracterisüques préparaient les conditions 
d'activilé biologique maximale des cellules mises en expérience et permettaient 
aussi, selon Liss & Langen (1960), d'accroiïlre rapidement le taux des 
polyphosphales intracellulaires par derepression de la polyphosphate-kinase. 


Cing types de milieux de cullure ont éte éludiés; ils contenaient lous du 
glucose (166,6mM) et des sels minéraux : MgCl, 6H,0 (2,5mM), CaCt, 
{0,26$mM)}. FeSO, 7H,0 (0,0i3mM). Les autres constituants élaient en 
yuanulés variables (Tabt. D Le milieu XV-Y contenait, en plus, 1°% d'extrait de 
levure (Difco). 


Tableau I: teneurs en phosphates et sulfate des differents milieux 
Table 1: phosphate and sulfate concentration in the various media. 


Constituants 


KH PO; KIL PO, (NH4),80, 


< 7.6mM 
57m 7,.3mM 7,6mM 
30,0mM 20,0m XI 7,omM 
30,mM 200ml 39,4mM 
30,0mM 20,0mM 78,7mM 
30 0m\i 20,0ml 7,6mM 


Vableau FE teneurs en polyphosphates cellulaires acido-sotubie et acido-insoluble (exprimees 
en mg de Pal de matiére sèche). 


lable Il: acido-soluble and acido-insoluble cellular polyphosphate amount (expressed as 
mg.P.g! dry matter). 


Age des 
echantillons XV-OP XV-P XV-PI 


24 H k 
48 H 1,324 
öl 0,623 


Mesure de la croissance et de l’activité métabolique 


Le dénombrement des 4 types de population (conidies, cellules renflées, 
chlamydospores, mycélium) a été réalisé au compte-cellule de Malassez. 


La consommation du glucose extracellulaire a été déterminée par la méthode 
enzymatique de Bergmeyer & al. (1974). La dispariton de l'azote ammoniacal 
extracellulaire a Ate suivie par dosage colorimetrique (réactif de Nessler) des sur- 
nagcants obtenus apres centrifugation à 2000 tours pendant lOmn. Apres 
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incubation de 12, 24h et 6 jours les cellules ont eté centrifugees et récoltées pour 
l'extraction des polyphosphates réalisée selon la mélhode de Mudd & al. (1958); 
le dosage a ete effectue par Ja méthode microcolorimétrique de Fiske & 
Subbarow (1925) modifiée par Taussky & Shorr (1953); les poids de matières 
sèches ont ete déterminés à partir de 10ml de culture. 


Les teneur en ATP cellulaire ont été suivies au cours de la croissance des po- 
pulations des milieux XV-OP, XV-P, XV-P, et XV-Y par la technique de 
bioluminescence utilisant les propriétés de l'enzyme, luciferase, et de son substrat, 
la luciférine; Jes mesures ont é1¢ effectuées au biocounter 2010 de chez Lumac 
après 60 secondes d’acion du DMSO et dilution dans un tampon Tris-acetate 
20m ajuste a pH 7,6. 


Les cultures ont été régulièrement suivies pendant 12 ou 14 jours sauf pour 
les recherches d'ATP suspendues au bout de 6 ou Bf jours. 


RÉSULTATS 


Ils seront exposes en commençant par le milieu nutritif le plus défavorable a 
la croissance, puis en suivant les conditions permettant d'accéder au meilleur 
developpement et croissance du microorganisme. 


Milieu XV-OP 


Dans ce milieu, la population est essentiellement de nature unicellulaire; la 
croissance est faible, atteignant seulement 3.10 cellules. mi? après une phase 
exponentielle peu importante, d'une durée de 24h au cours de laquelle le pH 
extracellulaire chute de 1,2 unites; il atteindra 4,8 unites au bout d'une huitaine 
de jours de culture (Fig, 1A). Le pourcentage des cellules renflées par rapport a 
l'ensemble de la population se maintient constamment autour de 5% tandis que 
celui des chlamydospores augmente très rapidement dans le milieu: de 35% de la 
population au 2ème jour de culture (lorsque le pli est de 5,5). il atteint 60% au 
Dome jour, puis 80% au {1ème jour de cullure (Fig. 1A). En rapport avec la fai- 
bie croissance de la population cellulaire, l'assimilation du glucose est 
négligeable: 5,6% seulement du glucose disponible ont éte absorbés en 14 jours 
de culture (Fig, 1B). Bien que peu importante, la période de plus forte assimi- 
Fa a l'azote ammoniacal correspond à la phase de croissance exponentelle 

ig. JB). 


Mg. l- Milieu XV-OP. Fig. 2 - Milieu XV-P. (A) Hlistogrammes des différentes formes 
exprimées en culture et evolution du pti extracellulaire. (B) Cinélique de croissance et 
évolution des teneurs en glucose et en azote. 


Fig. 1 - XV-OP medium. Fig. 2 - XV-P medium. (A) Histograms of the various forms in 
culture and extracellular pH evolution. (B) Population growth and evolution of glucose 
and nitrogen concentrations. 
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Le contenu intracellulaire en polyphosphates diminue fortement du 2eme au 
bème jour de culture pour altcindre 0,6mg de phosphore par gramme de matière 
sèche. (Tabi. ID. La teneur en ATP intracellulaire (Fig. 7) chute tres légérement 
après ensemencement, puis oscille aulour d'une valeur moyenne de 3,31.10$ 
nmoles par cellule. 


Milieu XV-P 


A la fin de la phase exponentielle de croissance, d'une durée de 3 jours, la 
population atteint 2.10" cellules.ml!. La croissance demeure ensuile stationnaire 
jusqu'au 12ème jour de culture à partir duquel s'amorce l'aulolyse cellulaire. 
Pendant les 7 premiers jours de culture, le pH chute régulièrement jusqu'à 2,5 
(Fig. 2A). Les premières observations de cellules renflées et de chlamydospores 
(2% de la population) peuvent être effectuées dans des cultures de 48h (Fig. 2A) 
quand le pH extracellulaire atteint 4,8; parallèlement à la chute régulière du pH, 
s aceroissenl les pourcentages des cellules renflées et des chlamydospores dans le 
milieu (15% au bout de 6 jours; 33% au bout de Il jours). 


Le taux de glucose extracellulaire reste constant pendant 48h puis décroit 
régulièrement (Fig. 2B) pendant 13 jours (87,3% du glucose initial); l'azote 
ammoniacal est très rapidement absorbé pendant la phase exponentielle de crois- 
sance (60% de l'azote disponible a disparu au bout de 72h), puis l'absorption est 
ralentie, pour ètre totalement achevée au bout de 13 jours de culture (Fig. 2B). 
Le contenu en polyphosphates intracellulaires décroit jusqu'à 02mg de 
phosphoreg:l de matiére seche (Tabl. UL Les teneurs en ATP intracellulaire 
(Fig. 7) décroissent pendant les 3 premiers jours de cullure correspondant à la 
période de plus forte assimilation de l'azote et d'acidification du milieu, puis aug- 
mentent et se maintiennent autour d'une valeur moyenne de 1,107 nmole par cel- 
lule. Une bonne corrélation ir = - 0,81) s'établit entre les variations du pH (y) et 
le prélèvement du glucose (x) pendant les 14 jours de cullure, selon l'équation de 
la droite de régression : y =-0.82x + 5,12. 


Milieu XV-PL 


La croissance de la population est importante et atteint 5.10” cellules.mi! de 
culture en fin de phase exponentielle d'une durée de 48h, On observe 5% de cel- 
lules renflées au 2ème jour de culture, mais ce pourcentage s'accroil notablement 
le 6ème jour (30%) quand le pH atteint sa valeur minimale 5,7; la proportion 
des chlamydospores demeure loujours inférieure à celle des cellules renflées, 
mais on note une légère regression de ces populations durant la période 


Fig. 3 - Milieu XV-P,. Fig. 4 - Milieu XV-P,. (A) Histogrammes des différentes formes 
exprimées en culture et evolution du pt extracellulaire. (B) Cinétique de croissance el 
évolution des teneurs en glucose et en azote. 


Fig. 3 - XV-P, medium. Fig. 4 - XV-P, medium. (A) Histograms of the various forms in 
culture and extracellular pH evolution. (B) Population growth and evolution of glucose 
and nitrogen concentrations. 
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d‘alcalinisation du milieu tandis que le pourcentage de conidies augmente (Fig. 
3A). 


La consommalion du glucose extracellulaire est importante pendant les 6 pre- 
miers jours de cullure (97,3% du glucose initial); pendant cette période le pH (y) 
esl étroitement corrélé à cetle consommation (y = -0,29x + 6,8; coefficient: r = 
- 0,99). Après un lemps de latence de 12h, l'azote ammoniacal est consommé de 
façon très rapide (75% au cours des 3 premiers jours) puis lente, les conditions 
devenant limilantes en (NHa)SO, (Fig. 3B). Le contenu en polyphosphates 
decroit de 3,052 à 1,152mg de phosphore.g! de matière sèche. Les teneurs en 
ATP cellulaire (Fig. 7) diminuent trés rapidement pendant la phase de croissance 
exponenticlle, puis plus lentement pendant les 4 jours suivants. 


Milieu XV-P2 


La croissance de la population est importante, mais la période de croissance 
exponentielle s'établit plus lentement que dans les milieux precedents (72h); la 
population atteint 3.107 cellules. ml La présence de quelques cellules 
hypertrophiées, pathologiques, traduit une cerlaine loxicité du milieu. On observe 
une forle proportion (30%) de cellules renflees dës le 2ème jour de cullure, 
quand te pH est de 6.8 unités; le pourcentage des cellules conidiennes est moins 
élevé que dans les milieux XV-P et SNP, La proportion des chlamydospores 
est également plus faible que dans les milieux précédents; elles apparaissent 
quand la valeur du pH est voisine de 5 (Fig. AA) 


iluit jours seulement sonl nécessaires pour l'épuisement du glucose du milieu 
(Fig. 4B). A la fin de la phase exponentielle de croissance, il reste encore dans le 
milieu les 3/Séme de la source d'azote ammoniacal (14 jours sont nécessaires à 
son épuisement). 


Milieu XV-P3 


La population importante atteint 105 cellules. mi? de milieu (Fig. 5B) au bout 
de 72h mais, le 2éme jour de culture, elle est déjà en partie composée de cellules 
hypertrophiées, pathologiques (22%), la population conidienne est faible (18%) 
el celle des cellules renflées atteint 60%: celte inversion du rapport des formes 
cellulaires, comparalivement à celui des milieux XV-P et XV-P,, confirme le 
caractére toxique du milieu enrichi en (NH); SO, Cependant après 72h de 
culture (Fig. 5B) on observe une augmentation de la population conidienne qui 
alleint 84% au bout de Il jours de culture (Fig. SA), attestant ainsi de la 


Fig. 5 - Milieu XV-P4 Fig. 6 - Milieu XV-Y. (A) Histogrammes des différentes formes 
exprimées en culture et évolution du pli extracellulaire. {B) Cinétique de croissance et 
évolution des teneurs en glucose el en azote. 


Fig. 5 - XV-P, medium, Fig. 6 - XV-Y medium. (A) Histograms of the various forms in 
cullure and extracellular pH evolution. (R) Population growth and evolution of glucose 
and nitrogen concentrations, 
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[arr] nmole cel: 


Fig. 7 - Evolution des teneurs en ATP intracellulaire au cours de la croissance. 


Fig. 7 - Evolution of intracellular ATP amounts during growth, 


détoxification du milieu par le microorganisme. La population atteint 4,108 cellu- 
les. mi! au bout de 12 jours. Le pourcentage de chlamydospores est faible au 
bout de 6 jours de culture et diminue encore au bout de 12 jours malgré un pH 
qui s'est régulièrement acidifie. La consommation du glucose extracellulaire n'est 
pas totale (Fig. 5B) au bout de 12 jours et la teneur en azote ammoniacal reste 


toujours très élevée dans le milieu où semble se produire des vagues de libération 
de l'ion ammonium par le microorganisme. 
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Milieu XV- Yeast 


La croissance, trés importante, altcint 2.108 cellules. ml, après une phase 
exponentielle plus rapide que dans les autres milieux de culture; la population est 
constiluée de conidies el d’hyphes (18"o) (Fig. 6A), la biomasse mycelienne 
montre un accroissement jusqu'à 72h puis une regression (Fabl, UI, Au Seme 
jour 15% de cellules renflées sont apparues et atteignent 38% au llème jour 
mais les hyphes persistent pendant toute la durce de la culture; aucune 
chlamydospore n'a été observée. Dans ce milieu où la quanlité lotale d'azote 
(minérale et organique) est égale à celle du milieu XV-P,, certaines formes sont 
identiques (conidies et cellules renflées) mais en proporions inègales (Fig. 6A), 
d'autres sont différentes (milicux XV-P,: chlamydospores: milieu XV-Y: hyphes). 
Contrairement aux autres milieux, la chute du pll extracellulaire (pendant 48h) 
est suivie d’une alcatinisation progressive du milieu (Fig. 6A) au cours de la pha- 
se slalionnaire de croissance. 


l'ableau IIl; teneur en éléments mycéliens (technique de la matière sèche). Milieu ANN. 
Table IIl: hyphae amount (dry matter method). XV-Y medium. 


Poids sec Poids sec des Pourcentage 
total (2) éléments myceliens (2) mycélien {%) 


les consommations de glucose et d'azote mineral sont très rapides pendant 
les 2 premiers jours dénotant les conditions favorables de la culture (Fig. 6B): 
90,6%0 du glucose est prélevé en 48h par l'ensemble de la population; Le PH (y) 
du milieu est correle à la consommation du glucose et à celle de NH,*, selon les 
équations des droites de régression : y= -0.24x (gle) + 6,49 (r= -0,83) et y= 
-1O,L4x (NH4) + 6,70 (r = -0,86). 


Au delà de 48h, pendant la phase stationnaire, les teneurs en azote 
ammoniacal varient peu en rapport avec la consommation préférentielle de l'azo- 
te organique de l'extrait levurien, dont le turn-over libererait selon les schemas 
classiques, des ions NII,* dans le milieu. 


L'ATP cellulaire (Fig. 7) diminue brusquement pendant la période de crois- 
sance exponentielle, puis s accroit nolablement les 3 jours suivants pour diminuer 
ensuite jusqu'au 6ème jour de culture. 


DISCUSSION 


_ Les résultats que nous avons obtenu seront discutés dans 2 paragraphes dis- 
üncis concernant l'un les conditions favorisant la formation des cellules de 
résistance (cellules renflées et chlamydospores), l'autre les conditions de la for- 
mation des hyphes; ces 2 formes dérivant de la conidie, élément de base, qui peut 
se développer en l’une ou l’autre par morphogenèse différentielle. 
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Conditions de la formation des cellules renflées et des 
chlamydospores 


Les résultats obtenus dans les differents milieux, a l'exclusion du milieu ANN 
contenant en plus de {azote amine, montrent que les pourcentages des éléments 
de résistance sont directement lies à la chute du pH extracellulaire comme l’a 
montre Park (1984): le pH doit se maintenir ensuite a une valeur acide, qui peut 
d'ailleurs être variable suivant les milieux (4,8: milieu XV-OP; 2,5: milieu XV-P) 
pour permettre l'accroissement du taux de chlamydospores, Si une alcalinisation 
se produil (milieu XV-P,). le taux des chlamydospores régresse. Ce ne sont pas 
les valeurs les plus acides qui fournissent les meilleurs pourcenlages de 
chlamydosperes (milieu XV-P). Or, comme le montrent les resultats obtenus 
dans les milieux XV-OP, SNP XV-P, l'acidilé du milieu est directement lice a 
la consommation de la source d'azote inorganique mise a la disposition du 
microorganisme, Ces données sont connues dans le domaine nutritionnel, aussi 
bien chez les l'hallophiytes que chez les Cormophytes (How, 1940; Cochrane, 
1958): le pH d'un milieu depend de la forme azotée dont l'organisme se nourrit, 
il augmente par production d'ammoniaque si la nutrilion s'effectue a partir de 
composés azolés organiques et diminue par absorption de NH,+*; Ja levure 
Saccharomyces cerevisiae obéit aux mêmes lois (Peña & al., 1987). 


Le milieu NOR, bien que non favorable au développement du 
microorganisme, montre que la période de croissance active qui lui permet d'at- 
teindre une population de 3,105 cellules.ml'! correspond rigoureusement à la 
période de 48h durant laquelle s'effectue une légère consommation d'ATP et de 
la source ammoniacale, dans ce milieu où la forme chlamydosporale prédomine 
dès le 6eme jour de culture, la lencur en glucose extracellulaire varie peu (5,6%o 
du glucose Lotal esl épuisé au bout de 14 jours de culture) mais il est intéressant 
de remarquer que si cette valeur est rapportée à la populalion qui a colonisé le 
milieu, la quanute de glucose preleve par cellule, au bout de 14 jours, est. en 
réalilé, plus élevée que dans les autres milieux (XV-OP: 1,3.10% mg; XV-P: 
9,9.10°° mg: AV-Y: 1,210: mg). Ce processus pourrait mettre en jeu, en période 
stationnaire, une phosphorylation du glucose par les polyphosphates plutôt que 
par VATP dont les teneurs varient peu pendant cette phase, alors que le lanx des 
polyphosphates ne cesse de décroitre. Ceci est important car l'élément P est ab- 
sent de ce milieu defavorable à la croissance et la cellule doit assurer sa propre 
survie; elle est consommatrice d'ATP et de polyphosphates pendant la période de 
degradation de l'azote ammoniacal qu'elle utilise en partic pour la biosynthèse 
de san matériel cellulaire (Lagunas, 1976) puis les quantiles d'ATP ne varient 
plus pendant la période stalionnaire où apparaissent les chlamydospores. Selon 
Brown & al. (1973), ce sont essentiellement les parois cellulaires de la 
chlamydospore qui s'enrichissent en glucose, comparativement à celles des 
conidies et des cellules renflées; les recherches effectuées en microscopie après 
test de Thiery montrent que les lencurs en glycogéne intracyloplasmique et en 
polysaccharides pariétaux périphériques sont tres importanles relativement a cel- 
Ics des conidies et des hyphies (Simon, résultats non publiés). 

Outre l'acidification du milieu régulée par la consommation de l'azote 
ammoniacal, le transport transmembranaire du glucose en période stationnaire 


pourrait influencer le pH et donc l'apparition des cellules renflées el 
chlamydosporales (milieu XV-P cl XV-P,); en effet, une bonne corrélation existe 
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entre pH et consommation du glucose dans ces milieux. Le milieu XV-P, se 
revele inleressanl à cet égard: une inversion des pentes de la courbe du pH set, 
fectue au bout de 6 jours lorsque le glucose est épuisé et se traduit 
immédialement par une légère diminution des taux des formes de résistance. 
Dans un milieu de composition minérale comparable au milieu XV-P,, Bermejo 
& al. (1981a, b) ont observe que des quantités croissanles de glucose, supérieures 
à 3%, simulent la transition conidie-chlamydospore et que la morphogenèse 
chlamydosporale esl régulée par le pH. 


Les résultats obtenus en milieu XV-P, (enrichi en azole ammoniacal) permet- 
tent de preciser le rôle du métabolisme de l'azote inorganique dans la 
morphogenëse chlamydosporale. Dans ce milieu, l'azote ammoniacal est peu 
consommé el la production de chlamydospores reste tres faible, diminuant enco- 
re au beme jour de culture; une forte proportion de cellules hypertrophiées, pa- 
thologiques, accompagne la population conidienne au 2ème jour de culture 
quand la consommation du glucose est encore faible, mais celte population dis- 
parail ensuite, remplacée par une population importante de cellules renflées. La 
lyse de la biomasse pathologique s'effectue entre le 3ème et le 6ème jour où on 
ne l'observe plus; celte biomasse libère son contenu cellulaire protéique qui, mis 
à la disposition des conidies, permet une reprise active de leur croissance et de 
leur melabolisme, tandis que regresse le pourcentage de cellules renflées jusqu'au 
llème jour de culture. Ces résultats permettent de penser que la cellule renflée 
represente bien chez Aureobasidium pullulans un état de “souffrance” transiloire, 
qui pourrail conduire suivant les condilions du milieu soil a un retour vers l'étal 
conidie soit à une évolution plus ou moins rapide vers l’état chlamydospore. 


Conditions de la formation des hyphes 


En 1984, Cooper & Gadd ont montré que l'addition d'extrait de levure à la 
concentration de 1°% dans le milieu synthétique liquide basal permet l'apparition 
de la forme mycélienne en culture: cependant ces auteurs n'ont pas identifié la 
{ou les) molécule(s) responsable(s), dans ce produit complexe, de l'induction de 
filaments; ils n'ont pas observe les conséquences métabolique et morpho- 
gencligue de l'ulisation de celte source d'azote organique. Les résultats que 
nous avons obtenus permettent d'apporter des précisions dans ce domaine et de 
souligner l'étroile corrélation qui existe entre la consommalion de l'azote organi- 
que ou inorganique, les facteurs glucose, phosphate, ATP et pl. 


Dans les différents milieux étudiés, la meilleure croissance du microorganisme 
est obtenue en milieu ANN où la source d'azole est mixte (minérale el organi- 
que); dans ce milieu, la population constituée essentiellement de conidies et 
d hyphes, atteint 2.10% unites.ml) plus rapidement que dans les autres milieux et 
notamment dans les milieux XV-P, et XV-P, où la quanüté d'azote (inorganique 
uniquement) esl respectivement identique ou le double. Une chute importante du 
taux d'azote ammoniacal s'effectue de façon concomitante pendant la durée de 
la phase exponentielle de croissance (période de biosynthéses et de multipli- 
cation) mais un changement metabolique se produit ensuite: le microorganisme, 
ayant consommé le glucose extracellulaire et une forte proportion de l'azote 
organique du milieu, dont le taux ne varie plus ou peu, accroit sa biomasse 
mycclienne et devient producteur d'énergie (augmentation des teneurs en ATP 
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cellulaire). Ces resultats doivent être corrcles à l'abondance des mitochondries 
dans l’extremite apicale des hyphes (Simon, 1984). De plus l’alcalinisation pro- 
gressive du milieu nous permel de penser que le microorganisme ulilise l'autre 
source azolée mise à sa disposition (azole organique de l'extrait de levure) 
libérant de l'ammoniaque qui permet l'augmentation progessive du pH. Ces 
résultats peuvent être corrèles a l'induction d’aclivites protéasiques et au trans- 
port transmembranaire des acides aminés par l'intermédiaire d'une GAP 
{general amino-acid permease) dont la synthèse esl réprimée quand la levure se 
développe dans un milieu contenant NH,* comme cela a ete démontré chez 
Saccharomyces cerevisiae par Grenson & al. (1970). 


La consommation du glucose extracellulaire est également plus rapide dans ce 
milieu favorable à une croissance aclive et doil elre mise en parallcle avec fa 
chute de la teneur en polyphosphates totaux intracellulaires qui atteint la valeur 
la plus faible de tous les milicux étudiés (0,1 mg.P g c.! de malière sèche); en ou- 
tre nous avons vu qu'une bonne corrélation existe entre la chute du pH et la 
consommation du glucose pendant les premieres heures de culture; Van 
Steveninck & al. (1986) ont propose un modéle de transport du glucose par 2 
mécanismes differents chez <Xfupverampces marxiunus, Vun associé au 
métabolisme des polyphosphates de la membrane, l'autre au symposl 
sucre/prolon associé a une conversion À FP/ADP. 


En conclusion, ces recherches montrent que des phénomènes métaboliques et 
énergétiques regulent les aspects du polymorphisme chez A. pullulans. Lupi, 
sauon ét (ou) le transport des acides aminés seraient en jeu dans la production 
de la forme mycelium, de façon concomitante A l'établissement de phénomènes 
énergétiques: consommation des polyphesphales, consommation el production 
dATP. L'utilisation et (ou) le transport de la source carbonée seraient plutôt en 
jeu dans le développement de la forme cellulaire, conidienne, renfiée, ou 
chlamydosporale. La chute du pil extracellulaire, liée a la consommation de la 
source d’azole inorganique est prépondérante pour le développement des formes 
de résistance. Des recherches devraient êlre entreprises, concernant les ransports 
transmembranaires de ces metabolites chez A. pullulans, dont on connait la 
pathegenicilé (Salkin & al.. 1986); un tel lype d'invesligation a cte suggéré par 
Prasad (1987) chez Candida afbicans, organisme dimorphe el pathogene, 
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